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Abstract of EP0542655 

Device for the separation and determination of agglutinated erythrocytes in a single step during 
agglutination tests. It comprises at least one capillary tube open at its lower end, which is equipped with a 
filter consisting of a composite membrane surmounted by a layer, with a thickness of 2 to 3 mm, of glass 
microbeads with a mean diameter of between 20 and 50 mu m, the said composite membrane comprising 
the three following successive layers: - a first, very hydrophilic layer, with a porosity of 5 to 7 mu m, in 
contact with the glass microbeads. - A second, moderately hydrophobic, intermediate layer. - A third, 
highly hydrophobic, external layer pierced at its centre with an orifice with a diameter of approximately 0.1 
mm. I 
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(54) Dispositif permettant de r£aliser en un seul temps la separation et la mlse en evidence des 
agglutinats erythrocytaires. 

(57) Dispositif permettant de r£aliser en un seul 
temps la separation et la mise en evidence des 
agglutinats erythrocytaires lors des tests d'ag- 
glutination. 

II comprend au moins un tube capillaire 
ouvert a son extremite inferieure, laquelle est 
munie d'un filtre constitue d'une membrane 
composite surmontee d'une couche de 2 a 3 
mm d'epaisseur de microbiiles de verre de dia- 
metre moyen compris entre 20 et 50 p,m, ladite 
membrane composite coiinprenant les trois cou- 
ches successives suivantes : 

— une premiere couche tr6s hydrophile, de 
porosity 5 a 7 *juti, au contact des microbiiles de 
verre. 

— une seconde couche, intermediate, mode- 
rement hydrophobe. 

— une troisieme couche, externe, fortement 
hydrophobe, percee en son centre d'un orifice 
d'environ 0,1 mm de diametre. 
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La presente invention a pour objet un dispositif 
permettant en un seul temps la separation d'aggluti- 
nats erythrocytaires des hematies libres lors d'un test 
d'agglutination, et la mise en evidence desdits agglu- 
tinats. 5 

On sait que, en immuno-hematologie erythrocy- 
taire, la reaction antigene-anticorps peut etre mise en 
evidence grace a la presence d 'agglutinats. Cette ag- 
glutination, spontanee en milieu salin, n'est toutefois 
pas toujours observable in vitro, notamment dans le 1 o 
cas ou les anticorps sont des anticorps dits sensibili- 
sants, les hematies sensibilisees ne donnant pas lieu 
d une agglutination. 

Af in de provoquer I'agglutination des hematies 
sensibilisees, diverses techniques ont ete mises au 15 
point, parmi fesquelles les plus couramment utilisees 
consistent a ajouter au milieu reaction nel : 

- soit des macromolecules comme I'albumine, le 
dextran ou la polyvinylpyrrolidone; 

- soit, apres lavage des hematies sensibilisees, 20 
une antiglobuline humaine (test de Coombs) ; 

- soit une molecule pofycationique comme le 
bromure d'hexadimethrine, ou "polybrene", le 
traitement de I'agglutinat ainsi obtenu par une 
solution citratee provoquant la remise en sus- 25 
pension des hematies non sensibilisees (tech- 
nique de Lalezari). 

Une autre technique consiste & traiter prealable- 
ment les hematies par une enzyme proteolytique 
comme la papaine, la bromeline ou la trypsine. 30 

Toutes ces techniques d'agglutination peuvent 
etre mises en oeuvre manuellement ou automatique- 
ment, dans les supports les plus varies : tubes & he- 
molyse, plaques de verre, rhesuscope, microplaques 
& 96 puits. 35 

Toutefois, elles font general em ent appel a une 
centrifugation et tant les phases de lavage (pour le 
test de Coombs) que les temps et vitesses de centri- 
fugation ainsi que le type d'agitation pour la remise en 
suspension finale constituent des parametres criti- 40 
ques qui rendent la maTtrise de ces reactions delicate. 

D'autre part, les dispositifs mis en oeuvre dans 
ces techniques de separation et de mise en evidence 
des agglutinats erythrocytaires sont peu nombreux. 

Graham et al. a propose en 1982 un tube capil- 45 
laire specif ique que Ton remplit d'une solution d'albu- 
mine et de dextran, de densite intermediate entre se- 
rum et globules, toutefois cette technique ne s'est pas 
revelee plus sensible que le test de Coombs classi- 
que. so 

Une autre technique dite "en phase solide", a ete 
presentee en 1984 au symposium de Munich par une 
equipe francaise, MULLER A. et a!., consistant a cen- 
trifuger le melange serum-globules a travers un liqui- 
de de separation, apres que les puits des micropla- 55 
ques utilisees aient ete revetus d'antiglobuline, la lec- 
ture etantfaite automatiquement. 

Le brevet francais 2 577 321 decrit une methode 



dans laquelle le milieu de separation est constitue 
d'un gel d base de dextran, toutefois cette methode, 
comme la plu part des methodes anterieurement pro- 
posees, fait appel a une centrifugation, avec I'incon- 
venient inherent k la mise en oeuvre de ce type de 
technique, d savoir de necessiter un materiel qui ne 
peut etre transports hors du laboratoire. 

La presente invention a pour but de remedter & 
ces divers inconvenients des techniques connues en 
proposant un dispositif qui permet en un seul temps 
la separation et la mise en evidence des agglutinats 
erythrocytaires, en evitant le recours a une centrifu- 
gation. 

La presente invention a ainsi pour objet un dispo- 
sitif permettant la separation et la mise en evidence 
des agglutinats erythrocytaires, ledit dispositif pre- 
sentant la caracteristique essentielle de comprendre 
au moins un tube capillaire ouvert a son extremite in- 
ferieure, laquelle est munie d'un f iltre constitue d'une 
membrane composite surmontee d'une couche de 
microbilles de verre de 2 & 3 mm d'epaisseur. 

Selon une autre caracteristique du dispositif se- 
lon Pinvention, les microbilles de verre mises en oeu- 
vre presentent un diametre moyen compris entre 20 
et 50 microns, tandis que la membrane composite qui 
obture le tube capillaire a son extremite inferieure pre- 
sente une ouverture de mailles de 5 & 7 microns, au- 
torisant le passage des seuls globules rouges non ag- 
glutines. 

Selon une caracteristique additionnelle du dispo- 
sitif selon I'invention, la membrane composite mise 
en oeuvre pour obturer le tube capillaire a son extre- 
mite inferieure est constitute des trois couches ci- 
apres : 

- une premiere couche tres hydrophile au 
contact des microbilles. 

- une couche inter mediaire moderement hydro- 
phobe 

- une couche externe fortement hydrophobe 
percee en son centre d'un orifice d'environ 
0,1mm de diametre pour I'ecoulement du flux 
de la phase mobile. 

La premiere couche de la membrane composite 
du dispositif selon I'invention est constitute d'un ma- 
teriau tres hydrophile tel qu'un polyamide 66, presen- 
tant une ouverture de mailles de 5 a 7 microns. Cette 
premiere couche determine la porosite de la membra- 
ne composite. 

La couche intermediaire de ladite membrane 
composite est constitute d'un materiau f ibreux mode- 
rement hydrophobe, tel qu'un polypropylene, qui em- 
peche recoulement du liquide pendant la phase d'in- 
cubation et assure d'autre part une fonction de drai- 
nage de la phase mobile pendant I'ecoulement. 

La couche externe de la membrane composite du 
dispositif selon I'invention est constitute d'un mate- 
riau fortement hydrophobe, comme un polymere de 
tetrafluoroethylene. 



EP 0 542 655 A1 



Selon un premier mode de realisation de ('inven- 
tion, ie dispositif comprend un tube capillaire d'envi- 
ron 60 mm de hauteur et d'un diametre interne d'en- 
viron 2 mm, realise en un materiau approprie, tel que 
te verre ou te polystyrene cristal. 

Dans ce cas la membrane composite peut etre 
f ixee au tube a I'aide d'un manchon semi-rigide glisse 
autour du tube, comme un manchon en chlorure de 
polyvinyle. 

Selon un second mode de realisation de Inven- 
tion, le dispositif comprend une microplaque a 96 
puits, munie a sa base d'une membrane composite 
telle que decrite ci-dessus. Dans ce cas la membrane 
est solidarisee par thermosoudage a la periph§rie de 
chacun des puits. 

Les reactifs necessaires au test d'agglutination 
peuvent etre disposes prealablement a la surface des 
billes ou ajoutgs extemporanement avec les hSmaties 
ou les serums a tester, ces reactifs pouvant etre n'im- 
porte quel reactif mis en oeuvre a cet effet dans les 
techniques classiques. 

Lorsque la phase d'incubation est achevee, le 
contenu du tube est soumis, a sa partie inferieure, a 
Taction d'un moyen permettant de d6placer la phase 
mobile, (edit moyen pouvant consister soit en un ab- 
sorbant constitue de matfere cellulosique a haul pou- 
voir de retention d'eau, mis en place au contact du f li- 
tre, soit en une depression cr£ee dans une chambre 
mise au contact du filtre. Ce dernier moyen est pr6- 
ferentiellement mis en oeuvre lorsque la technique 
est automatisee. 

Le dispositif selon I'invention permet d'effectuer 
la lecture du r£sultat a la surface des billes, une faible 
epaisseur de bilies £tant suffisante pour separer les 
hematies fibres des hematies Itees. Une lecture par le 
dessus de I'ensemble des puits d'une microplaque 
est ainsi rendue possible tout en conservant une bon- 
ne sensibility. 

Le dispositif selon I'invention presente I'avantage 
d'etre parfaitement autonome, ne necessitant aucun 
materiel annexe tel qu'une centrifugeuse, en sorte 
qu'il peut etre aisement mis en oeuvre hors du labo- 
ratoire. 

II presente egalement I'avantage d'offrir un 
champ d'application large, pouvant Stre utilise aussi 
bien en serologie (hemagglutination) que pour des 
groupages sanguins ou des recherches d'agglutini- 
nes irregulieres. 

II peut en outre 6tre utilise pour la mise en oeuvre 
de toutes les techniques connues d'agglutination, et 
il peut etre aisement automatise, notamment dans le 
cas oil il est mis en oeuvre dans des microplaques 96 
puits. 

A ces avantages s'ajoute celui inherent a la sta- 
bility de i'image produite, les reactions restant visibles 
plusieurs heures. 

Le procede selon I'invention permet aussi d'evi- 
ter les phases critiques et tongues que constituent les 



lavages et la centrrfugation, tout en conservant une 
grande sensibility. 

D autre part, le oil les tubes mis en oeuvre etant 
ouverts, le procede selon I'invention permet de cumu- 
5 ler deux techniques connues en associant les deux 
reactifs correspondents, introduits successivement : 
on peut ainsi realiser une technique mixte, par exem- 
pie en mettant en oeuvre le polybrene et une antiglo- 
buline humaine. 
10 Enf in, la mise en oeuvre de microbilies de verre . 

permet de realiser des dispositifs prets a I'emploi, par 
exemple sous forme de microplaques a 96 puits dont 
chaque puits renferme une couche desdites microbil- 
ies, ce qui est impossible avec des microbiiles de po- 
ts lymeres, qui se retractent en sechant. 

Les exemples qui suivent sont fournis a titre d'il- 
lustration de la presente invention, vis-a-vis de la- 
quelle ils ne presenters aucun caractere limitatif. 

20 EXEMPLE 1 : realisation d'une microplaque prete a 
I'emploi. 

On realise une microplaque a 96 puits selon ('in- 
vention en en obturant le fond a I'aide d'une rnembra- 
25 ne composite f ixee par thermosoudage a la periphg- 
he de chaque puits, et constitute des brois couches 
cnapr6s : 

- polyamide 66 de porosite 5^ 

- polypropylene 

30 - polymfcre de t£trafluoro6thyl&ne (PTFE), 

cette derniere couche 6tant percee au centre de 
chaque puits d'un orifice d'environ 0,1mm. 

On d&pose dans chaque puits 200 ^l d'un melan- 
ge volume a volume d'eau et de billes de verre de dia- 
35 m£tre 37 a 50 |i. 

Apres aspiration de I'eau a travers les orifices de 
la membrane, on seche a I'etuve a 37 °C pendant une 
heure. 

On obtient ainsi une plaque prSte a I'emploi qui 
40 se conserve a temperature ambiante sans limite de 
temps. 

EXEMPLE 2 : Groupage ABO et Rh6sus Standard 

45 Dans des puits adjacents d'une microplaque pre- 

paree selon I'exemple 1 , on peut realiser le groupage 
ABO et Rhesus Standard selon les techniques de 
Beth- Vincent et Simonin, simultanement. 

1° Technique Beth- Vincent (Recherche des anti- 
50 genes de type A ou/et B) 

On introduit successivement : 

- 50 ul d'hematies a tester, mises a 5 % dans 
une solution de bromeline a 0,25 % 

- 50 ul de serums tests dilues anti A ou anti 
55 B ou anti AB. 

On laisse incuber cinq minutes a 4° C puis on 
aspire sous vide de 10 cm Hg et Ton rince avec 
500 ul de detergent M BRIJ 56" a 0,075 %. 
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La lecture du resultat s'opere aisement a la 
surface des billes de verre. 
2° Technique Simonin (Recherche des anticorps 
de type Aou/et B) 

On introduit successlvement : 5 

- 50 u.l d'hematies tests, mises a 5 % dans 
une solution de bromeline a 0,25 % 

- 100 \i\ de serum a tester 

On lalsse incuber cinq minutes a 4° C puis on 
aspire sous vide de 10 cm Hg et Ton rince avec 10 
250 ul de "BRIJ 56" a 0,075 % 

La lecture du resultat s'opere aisement a la 
surface des billes de verre. 
3° Determination du Rhesus Standard (Recher- 
che des antigenes D) 15 
On introduit successivement : 

- 50 u.l d'hematies a tester a 5 % dans une solu- 
tion de "BRIJ 56" a 0,075 % 

- 100 jxlde serum test anti Ddilue 

On laisse Incuber cinq minutes a 4° C puis on as- 20 
pire sous vide de 10 cm Hg et Ton rince avec 500 ul 
de "BRIJ 56" a 0,075 %. 

La lecture du resultat s'opere aisement a la sur- 
face des billes de verre. 

Lecture du resultat pour toutes les techniques uti- 25 
Usees : 

- resultat positif : hematies agglutinees formant 
un tapis rouge a la surface des billes de verre 

- resultat negatif : pas d'hematies visibles a la 
surface des billes de verre. 30 

EXEMPLE 3 

Au fond de chaque puits d'une micropiaque pre- 
paree selon I'exemple 1 on depose successivement : 35 

- Hematies tests a 3 % - 1 vol. (50 \x\) 

- Serum a tester - 1 vol. (50 ^l) 

- Polybrene a 1 % - 1 vol. (50 

On laisse incuber dix minutes a temperature am- 
biante, puis on aspire sous vide de 10 cm Hg. 40 

On obtient des tapis cellulaires un'rformes dans 
tous les puits, sur lesquels on ajoute 10 \i\ d'antiglo- 
buline polyvalente, puis on rempiit la totalite des puits 
avec une solution de lavage (citrate hypertonique) 
addition nee de TW20 a 1 % (U/U). 45 

Apres ecouiement total de la solution de lavage, 
on procede a la lecture, en observant la partie supe- 
rieure de la couche de billes de verre. 

so 

Revendications 

1) Dispositif permettant de realiser en un seul 
temps la separation et la mise en evidence des agglu- 
tinats erythrocytaires lors des tests d'agglutination, 55 
caracterise en ce qu'il comprend au moins un tube ca- 
pillaire ouverta son extremite inferieure, laquelle est 
munie d'un f iltre constitu§ d'une membrane composi- 



te surmontee d'une couche de micro billes de verre de 
diametre moyen compris entre 20 et 50 urn, ladite 
membrane Composite comprenant les trois couches 
successives suivantes : 

- une premiere couche tres hydrophile, de poro- 
site 5 a 7 ^im, au contact des microbilles de 
verre. 

- une seconde couche, intermediate, modere- 
ment hydrophobe. 

- une troisieme couche, externe, fortement hy- 
drophobe, percee en son centre d'un orifice 
d'environ 0,1 mm de diametre. 

2) Dispositif selon la revendication 1, caracterise 
en ce que la couche de microbilles de verre a une 
epaisseur de 2 a 3 mm. 

3) Dispositif selon la revendication 1, caracterise 
en ce que la premiere couche de la membrane 
composite est realisee en polyamide 66 tres hydro- 
phile. 

4) Dispositif selon Tune quelconque des revendi- 
cations precedentes, caracterise en ce que la deuxie- 
me couche de la membrane composite est realisee en 
un materiau f ibreux comme le polypropylene. 

5) Dispositif selon Tune quelconque des revendi- 
cations precedentes, caracterise en ce que la troisie- 
me couche de la membrane composite est realisee en 
un polymere de tetrafluoroethylene (PTFE). 

6) Dispositif selon Tune quelconque des revendi- 
cations 1 a 5, caracterise en ce qu'il comprend un 
tube d'environ 60 mm de hauteur et d'environ 2 mm 
de diametre interne, a I'extremite inferieure duquel la 
membrane composite estf ixee par tout moyen appro- 
prie. 

7) Dispositif selon la revendication 6, caracterise 
en ce que la membrane est f ixee autour de la partie 
inferieure du tube a I'aide d'un manchon semi-rigide 
du type chlorure de polyvinyle. 

8) Dispositif selon Tune quelconque des revendi- 
cations 1 a 5, caracterise en ce qu'il comprend une 
micropiaque a 96 puits dont Textremite inferieure est 
obturee par la membrane composite, f ixee par ther- 
mosoudage a la peripherie de chaque puits. 
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